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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
 
AHO  Animal Health Online 
bspw.  beispielsweise 
bzw.  beziehungsweise 
BMEL  Bundesministerium für Ernährung und Landwirtschaft 
ca.  circa 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
ELISA  Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
FLI  Friedrich-Loeffler-Institut (Bundesforschungsinstitut für Tiergesundheit) 
g  Gramm 
GE  Genomäquivalent(e) 
HEYM Herrold´s Egg Yolk Agar mit Mycobactin J (Becton Dickinson) 
IS900  Insertionselement 900 
KbE  Kolonie-bildende Einheiten 
MAP  Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 
PCR  Polymerase-Kettenreaktion 
subsp.  subspecies 
USA  United States of America 
z. B.  zum Beispiel 
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1 Einleitung  
Die Bedeutsamkeit der Paratuberkulose beim Rind, hervorgerufen durch eine Infektion mit 
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), nimmt seit Jahren stetig zu. Gründe 
dafür sind unter anderem die weltweite Verbreitung der Erkrankung durch Tierhandel und 
Diskussionen zur möglichen Beteiligung von MAP an Morbus Crohn, einer chronischen 
Darmerkrankung des Menschen. In der Folge haben viele Länder reagiert, bspw. mit der 
Verpflichtung zur Untersuchung auf Paratuberkulose beim Handel von Rindern oder mit der 
Milchverarbeitung von ausschließlich serologisch negativ getesteten Kühen. 
Als unheilbare chronische Darmerkrankung führt die Paratuberkulose im klinischen Stadium 
bei Rindern zu wässrigem Durchfall, Abmagerung und starkem Milchleistungsabfall mit 
Todesfolge. Dieses Krankheitsbild ist in einem Bestand jedoch selten ausgeprägt und hängt 
von dem Immunstatus der Kuh, dem Infektionsdruck und der Bestandsgröße der Herde ab. 
Zudem kann die Inkubationszeit die Lebensdauer der Tiere überschreiten, sodass der Großteil 
einer Herde subklinisch infiziert ist und unbemerkt zuerst intermittierend, später permanent 
Erreger in die Umgebung ausscheidet. Wenn auch die typischen Symptome bei vielen Tieren 
einer Herde ausbleiben, führt die Infektion mit MAP zu einer erhöhten Krankheitsanfälligkeit, 
zu Fruchtbarkeitsstörungen und Mastitiden, resultierend in langfristigen ökologischen 
Verlusten für den Betrieb. 
Bekämpfungsstrategien wurden in mehreren Ländern initiiert. In Deutschland ist der 
Erregernachweis bei Tieren meldepflichtig, eine staatliche Bekämpfung gibt es nicht. 
Wichtige Säulen der Bekämpfung sind neben Hygiene- und Biosicherheitsmaßnahmen eine 
zuverlässige Detektion MAP-ausscheidender Kühe. Die zeitaufwändige Anzucht von MAP 
auf Festkultur und mangelnde Sensitivität von Nachweisverfahren erschweren jedoch die 
notwendige Diagnostik. 
Diese Arbeit verfolgte das Ziel, Methoden für den Nachweis des Paratuberkulose-Erregers für 
die Routinediagnostik zu optimieren. Zu diesem Zweck sollten DNA-Extraktionsverfahren 
aus Kotproben und real-time PCR-Verfahren vergleichend untersucht und das als besonders 
sensitiv beschriebene Flüssigmedium M7H9C validiert werden. Sowohl die DNA-Extraktion 
mit PCR als auch die Anzucht im Flüssigmedium M7H9C sollten anschließend mit Einzelkot- 
und Sockentupfer-Proben im Feld auf ihre Praxistauglichkeit überprüft werden. 
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2 Literaturübersicht  
2.1 Paratuberkulose 
2.1.1 Ätiologie 
Die Paratuberkulose, auch Johne'sche Erkrankung genannt, ist eine weltweit vorkommende, 
unheilbare Infektionserkrankung bei Wiederkäuern, hervorgerufen durch das Bakterium 
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP). MAP gehört neben Mycobacterium 
avium subsp. avium, Mycobacterium avium subsp. hominissuis, Mycobacterium avium subsp. 
silvaticum und Mycobacterium intracellulare zum Mycobacterium avium-intracellulare 
Komplex (SONDER und POST 2005).  
Neben obligat pathogenen Spezies kommen Mykobakterien als Saprophyten in der Umwelt 
oder als fakultativ pathogene Erreger vor (QUINN et al. 2011). Mykobakterien sind 
grampositive, obligat aerobe, säurefeste Stäbchen. Der hohe Lipid- und Mykolsäureanteil der 
Zellwand von Mykobakterien führt zu hoher Widerstandsfähigkeit gegenüber extremen pH-
Werten und Austrocknung auch außerhalb des Wirtes (WHITTINGTON et al. 2004, QUINN 
et al. 2011).  
Im Wirt gelangt MAP mithilfe von M-Zellen in den Peyer'schen Platten des Dünndarms durch 
das Darmepithel und wird im Zuge der Immunantwort von Gewebsmakrophagen 
aufgenommen. Die lipidreiche und Mykolsäure-haltige Zellwand schützt MAP vor der Lyse 
innerhalb des Phagolysosoms und ermöglicht damit die Persistenz und Vermehrung in 
Gewebsmakrophagen der Darmschleimhaut und in regionalen Lymphknoten. Die Folge ist 
eine granulomatöse Entzündung der Darmschleimhaut, resultierend in Proteinverlust und 
Malabsorption.  
Mykobakterien unterscheiden sich in ihrer Generationszeit: Einige Mykobakterien sind 
bereits innerhalb einer Woche kulturell nachweisbar, MAP hingegen benötigt zur Anzucht auf 
Festkultur bis zu 16 Wochen (FLI 2018). Darüber hinaus ist MAP im Gegensatz zu anderen 
Mykobakterien abhängig von dem Eisenchelatbildner Mycobactin J. Diese Eigenschaft wird 
zum Teil bei der Anzucht auf Festkultur zur Abgrenzung von anderen Mykobakterien genutzt 
(QUINN et al. 2011, PLAIN et al. 2015). 
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2.1.2 Krankheitsbild 
Die fäkal-orale Infektion durch kotverschmutzte Euter, Wasser oder eine kontaminierte 
Umgebung gilt als besonders wichtige Übertragungsroute innerhalb einer Herde 
(WHITTINGTON und SERGEANT 2001). Obgleich Neugeborene am anfälligsten sind für 
eine Infektion, kommt es in Abhängigkeit von der Infektionsdosis erst bei Rindern ab einem 
Alter von zwei, durchschnittlich von fünf Jahren zum klinischen Stadium mit granulomatöser 
Enteritis (IRENGE et al. 2009, LOMBARD 2011, FECTEAU 2017). Typische Symptome des 
klinischen Krankheitsgeschehens sind wässrige Diarrhö, Milchleistungsabfall und chronische 
Abmagerung bei anhaltender Fresslust.  
Besonders problematisch ist, dass Rinder im klinischen Stadium große Erregermengen 
ausscheiden und dadurch die Umgebung kontaminieren. Neben einzelnen klinischen Fällen ist 
der größte Anteil einer Herde jedoch subklinisch infiziert (NIELSEN und TOFT 2008) und 
scheidet den Erreger aus ohne klinische Symptome zu zeigen. Die Erkrankung bleibt bei 
diesen Tieren oft unerkannt, wodurch der Infektionsdruck in der Herde aufrecht gehalten wird 
(WHITTINGTON et al. 2004). Langfristig führen subklinisch infizierte Tiere zu 
ökonomischen Verlusten aufgrund verminderter Milchleistung, erhöhter Anfälligkeit für 
andere Erkrankungen, reduzierter Fruchtbarkeit und schlechterer Schlachterlöse (JOHNSON-
IFEARULUNDU et al. 1999, LOMBARD et al. 2005).  
Wurden Kälber lange aufgrund der langen Inkubationszeit nicht als Überträger angesehen, 
gibt es mittlerweile auch MAP-Nachweise in Umgebungsproben von Jungtieraufzuchten 
(WOLF et al. 2015). Darüber hinaus ist experimentell die Übertragung von MAP von 
infektiösen Kälbern auf negative Kontrolltiere innerhalb einer Gruppe beschrieben 
(CORBETT et al. 2017). 
2.1.3 Das zoonotische Potenzial  
Neben den Auswirkungen einer MAP-Infektion auf Rinder, wird bereits seit Jahren die 
Beteiligung von MAP an Morbus Crohn, einer den Menschen betreffenden Darmerkrankung, 
diskutiert (LIVERANI et al. 2014, PIERCE 2018). Bei betroffenen Patienten mit dieser 
idiopathischen, chronisch-entzündlichen Darmerkrankung wurde MAP nachgewiesen. Der 
kausale Zusammenhang ist jedoch bis heute wissenschaftlich nicht belegt (FLI 2017).  
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Nichtsdestotrotz konnten bei einer ausreichenden Menge an MAP in Rohmilch auch nach 
dem Pasteurisierungsprozess vermehrungsfähige MAP-Bakterien isoliert werden (GRANT et 
al. 2002). Dies alarmiert die Milchindustrie, sodass bspw. in den Niederlanden und zum Teil 
auch in Großbritannien Milchverarbeitungsunternehmen die Teilnahme der milchliefernden 
Betriebe an einem nationalen Paratuberkulose-Bekämpfungsprogramm voraussetzen 
(GERAGHTY et al. 2014, AHO 2017).  
2.2 Diagnostik  
2.2.1 Diagnostische Herausforderungen des Erregernachweises 
Die Hürden einer erfolgreichen Bekämpfung der Paratuberkulose liegen unter anderem in den 
diagnostischen Herausforderungen des Erregers:  
In der subklinischen Phase der Infektion wird MAP intermittierend ausgeschieden und 
Bakterien liegen im Kot als Agglomerate vor. Die wachsartige Zellwand des Erregers führt zu 
einer hohen Stabilität gegenüber äußeren Einflüssen und dadurch zu einer hohen Tenazität mit 
einer Überlebensdauer von bis zu 12 Monaten im Kot auf Weideland (WHITTINGTON et al. 
2004). Zudem hemmen verschiedene Kotbestandteile (bspw. Proteine, Fette, Huminsäuren) 
die DNA-Extraktion und führen zu invaliden PCR-Ergebnissen (ACHARYA et al. 2017). 
Betrachtet man den kulturellen Nachweis, so sind Pilzkontaminationen oder das Wachsen 
saprophytärer Mykobakterien häufig Gründe für nicht auswertbare Proben 
(WHITTINGTON 2009). 
Durch Fortschritte bei der Optimierung der real-time PCR für den Nachweis von MAP-DNA 
steht diese rasche molekularbiologische Methode inzwischen im Fokus der Diagnostik 
(SELIM und GAEDE 2012, TIMMS et al. 2015). Aufgrund der PCR-Inhibitoren in der 
Kotmatrix wird der Vorbereitung von Kotproben und der DNA-Extraktion bei der MAP-
Diagnostik immer mehr Bedeutung beigemessen (STING et al. 2014, ACHARYA et al. 
2017).  
Die genannten Herausforderungen des MAP-Nachweises führen dazu, dass es bei jeder 
Nachweismethode zu falsch negativen Ergebnissen kommen kann. Die mehrmalige 
Probenentnahme in Betrieben im Rahmen eines mehrjährigen Kontrollplans sind daher 
unumgänglich, um Paratuberkulose sicher auszuschließen (DONAT 2016, FOCK-CHOW-
THO et al. 2017, KHOL et al. 2019). 
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2.2.2 Nachweis des Erregers mittels PCR-Verfahren und Kultivierung 
Eine häufig als Referenz verwendete Methode für den Erregernachweis ist die Anzucht auf 
der Festkultur HEYM (STEVENSON 2010, KELLER et al. 2014, DONAT et al. 2015). Die 
Anzuchtdauer beträgt bis zu 16 Wochen (FLI 2018) und erreicht eine Sensitivität von ca. 60% 
und eine Spezifität von 100 % (TIMMS et al. 2011).  
Aufgrund der langen Untersuchungsdauer auf Festkultur wird die real-time PCR mit einem 
quantitativen DNA-Nachweis aus Kotproben vermehrt eingesetzt (FOCK-CHOW-THO et al. 
2017). Zur Beurteilung der Vermehrungsfähigkeit von Bakterien muss jedoch eine kulturelle 
Methode herangezogen werden. Dafür werden neben der Festkultur auch Flüssigkulturen zur 
Paratuberkulose-Diagnostik verwendet. Diese sind kommerziell erhältlich oder werden in 
Laboren selbst hergestellt. 
POZZATO et al. (2011) testeten das modifizierte Flüssigmedium M7H9+ basierend auf 
Middlebrook 7H9 Bouillon, mit dem Resultat einer höheren analytischen Sensitivität nach 
einer 6-wöchigen Anzucht, verglichen mit Festkultur und PCR aus Kot.  
Darauf aufbauend entwickelten WHITTINGTON et al. (2013) das Flüssigmedium M7H9C, 
basierend auf Middlebrook 7H9 Bouillon. Dieses Medium weist aufgrund kostengünstiger 
Herstellung und Auswertung ohne radiometrische Messung nach ca. 6-wöchiger Anzucht 
entscheidende Vorteile gegenüber kommerziellen Flüssigkulturen auf.  
Die Auswertung des inokulierten Flüssigmediums M7H9C erfolgt stets mittels PCR-
Verfahren, sodass für jede Probe unmittelbar der MAP-spezifische DNA-Nachweis erfolgt. In 
diesem Zusammenhang gelang es PLAIN et al. (2015) die DNA-Extraktion aus dem 
Flüssigmedium M7H9C durch den Einsatz von Magnetpartikeln zu automatisieren und somit 
an große Probenmengen und Routineuntersuchungen anzupassen. Der obligatorische DNA-
Nachweis entspricht anderen Kultivierungsverfahren, da bei dem Verdacht des Wachstums 
von MAP auf Festkultur oder Flüssigkulturen mit Wachstumsindikator falsch positive 
Auswertungen durch Wachstum saprophytärer Mykobakterien ausgeschlossen werden 
müssen (WHITTINGTON 2009).  
2.2.3 Nachweis von Antikörpern mittels ELISA 
Der Nachweis von MAP-Antikörpern mittels kommerzieller indirekter ELISA-Verfahren 
wird häufig verwendet, um das Infektionsgeschehen in einer Herde zu beurteilen. Am Ende 
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einer subklinischen Infektion und in der klinischen Phase der Paratuberkulose sind Antikörper 
im Blut und in der Milch nachweisbar (STEVENSON, 2010). Dafür werden Mikrotiterplatten 
mit MAP-Antigen beschichtet. Um Kreuzreaktionen mit saprophytären Mykobakterien zu 
verhindern, wird eine Präabsorption mit Extrakten von Mycobacterium phlei durchgeführt.  
Die Vorteile des Antikörpernachweises mittels ELISA sind die Untersuchung großer 
Probenmengen in kurzer Zeit mit geringen Kosten und hoher Spezifität. Als Nachteil gilt die 
verzögerte humorale Immunantwort nach Infektion. Köhler et al. (2008) verglichen fünf 
kommerzielle ELISAs und konnten den Einfluss des Stadiums der Erkrankung auf das 
serologische Testergebnis bestätigen: Die Sensitivität der Tests war bei subklinisch infizierten 
Tieren mit 23-55 % gering, stieg bei klinisch erkrankten Tieren jedoch auf bis zu 90 %. Im 
Hinblick auf die Spezifität konnten in zwei der fünf Tests Werte über 99 % erzielt werden.  
Auch die Untersuchung von Tankmilchproben oder gepoolten Einzelmilchproben mithilfe 
von ELISAs wird bspw. im Niedersächsischen MAP-Verminderungsprogramm für die 
Herdenuntersuchung eingesetzt (KHOL et al. 2019). Eine Studie des FLI mit Pools von 50 
Einzelmilchproben und Tankmilchproben verdeutlicht, dass die Identifizierung von infizierten 
Herden mittels ELISA nur bei Herden mit hoher Prävalenz eingesetzt werden kann. Für die 
Erhebung der Prävalenz, für das Monitoring oder zur Zertifizierung unverdächtiger Herden 
wurde die serologische Untersuchung der Milchproben als ungeeignet eingestuft (FLI 2017). 
2.2.4 Probenart und Entnahme 
2.2.4.1 Umgebungsproben  
Der diagnostische Nutzen der Umgebungsproben zur Beurteilung der MAP-Ausscheidung 
innerhalb einer Herde ist seit langem bekannt (RAIZMAN et al. 2004). Die Sensitivität dieser 
Methode ist abhängig von der Probenart, Probenlokalisation und vom Probenumfang (WOLF 
et al. 2017).  
EISENBERG et al. (2013a) standardisierten die Verwendung von Sockentupfern in 
Laufstallhaltungen durch definierte Schrittzahlen und Laufmuster. Diese Sockentupfer 
entsprechen jenen aus der Geflügeldiagnostik: Das gazehaltige Material wird wie ein Socken 
über den Plastiküberzieher des Stiefels gezogen und damit Bereiche mit regem Tierverkehr 
abgelaufen. Die Autoren werteten die Methode als einfach und kostengünstig, um 
Umgebungsuntersuchungen vorzunehmen und infizierte Herden schnell zu detektieren.  
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DONAT et al. (2014) ermittelten eine Intraherdenprävalenz von 3 % als Nachweisgrenze für 
die Verwendung von Sockentupfern und empfehlen in Herden mit einer geschätzten 
Intraherdenprävalenz von < 3 % die Entnahme von Einzelkotproben. 
Neben der Verwendung von Sockentupfern ist auch die Entnahme von Sammelkotproben in 
verschiedenen Stallbereichen als geeignet beschrieben worden (RAIZMAN et al. 2004). 
Zudem konnten in abgesetztem Staub aus Paratuberkulose-positiven Betrieben 
vermehrungsfähige MAP-Bakterien nachgewiesen werden (EISENBERG et al. 2013b). 
2.2.4.2 Einzelkotproben  
Neben der Detektion von MAP in Umgebungsproben zur Ermittlung des Herdenstatus 
ermöglicht die Untersuchung von Einzelkotproben die Identifizierung der MAP-
ausscheidenden Tiere in einer Herde. Besonders im Hinblick auf die Anwendung spezifischer 
Hygiene- und Managementmaßnahmen, sowie die Separation und Merzung Erreger 
ausscheidender Kühe, ist die Untersuchung von Einzelkotproben obligatorisch (DONAT et al. 
2014), zumal viele Tiere MAP ausscheiden ohne durch klinische Symptome aufzufallen 
(WHITTINGTON und SERGEANT 2001).  
Bei der Interpretation der Ergebnisse muss jedoch bedacht werden, dass subklinisch erkrankte 
Tiere in unregelmäßigen Abständen ausscheiden können und eine geringe Ausscheidungsrate 
die Nachweisgrenze für Kultur oder PCR unterschreiten kann (STEVENSON 2010). Klinisch 
erkrankte Tiere scheiden hingegen > 1000 KbE/g Kot aus und führen in kürzester Zeit zu 
einer starken Umgebungskontamination (STEVENSON 2010).  
2.3 Bekämpfung der Paratuberkulose 
2.3.1 Risikofaktoren einer Infektion 
Kälber sind besonders anfällig für eine MAP-Infektion. Die Übertragung erfolgt häufig fäkal-
oral über das Kolostrum oder kontaminierten Kot der Mutterkuh (MARCE et al. 2011), 
sodass die Erregerausscheidung der Mutterkuh ein entscheidender Risikofaktor für die 
Infektion des neugeborenen Kalbes ist (FECTEAU 2017). Aus diesem Grund sind verstärkte 
Geburtsüberwachung und rasche Neugeborenenversorgung für die Bekämpfung der 
Paratuberkulose wie auch für andere bovine Infektionserkrankungen von besonderer 
Bedeutung (FECTEAU 2017, ZITZMANN et al. 2019).  
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Zusätzlich zur fäkal-oralen Übertragung ist auch die intrauterine Infektion bei Kühen im 
Stadium der klinischen Infektion beschrieben (WHITTINGTON und WINDSOR 2009): Die 
Autoren detektierten MAP in 39 % der Feten, die von klinisch erkrankten Mutterkühen 
stammten und in 9 % der Feten, deren Mutterkühe subklinisch mit MAP infiziert waren.  
Vor allem für große Milchviehbetriebe sind Geburtshygiene und das Management der 
Abkalbeboxen (bspw. separate Abkalbung MAP-positiver Tiere und Desinfektion nach der 
Kalbung) wichtige Faktoren, um die Inzidenzrate zu senken (MCALOON et al. 2016, 
DONAT et al. 2016). 
Eine weitere Eintragungsquelle des Erregers in eine naive Herde ist der Zukauf infizierter 
Tiere. Viele Länder fordern daher vor dem Import eine Paratuberkulose-Untersuchung der 
Tiere, die für den Handel vorgesehen sind (GERAGHTY et al. 2014).  
2.3.2 Bestehende Bekämpfungsprogramme  
Programme zur Bekämpfung der Paratuberkulose sind weltweit vor allem in Ländern mit 
intensiver Milchviehhaltung etabliert (GERAGHTY et al. 2014, WHITTINGTON et al. 
2019).  
GERAGHTY et al. (2014) verglichen die Bekämpfungsstrategien in sechs Ländern 
(Australien, Kanada, Dänemark, Niederlande, Großbritannien und den USA) und stellten eine 
große Heterogenität fest in Bezug auf bspw. Ziele, Klassifizierung der Herde und 
Messparameter. Diese Vielfalt an Kontrollansätzen zeigt, dass die Relevanz und finanzielle 
Unterstützung der Bekämpfung national teilweise stark variieren (WHITTINGTON et al. 
2019). Für eine globale Zusammenarbeit und Verbesserung der Paratuberkulosekontrolle 
bedarf es daher gemeinsamer Richtlinien und einheitlicher Methoden (WHITTINGTON et al. 
2019). 
Aufgrund der hohen Untersuchungskosten ohne schnelle nachweisliche Effektivität kann 
zudem die freiwillige Teilnahme der Landwirte an Kontrollprogrammen ausbleiben 
(LOMBARD 2011, BAKKER 2014). Eine finanzielle Unterstützung und/oder Verpflichtung 
zur Untersuchung auf Herdenebene könnte ein Ansatz sein, um die Akzeptanz und Teilnahme 
an einem Bekämpfungsprogramm flächendeckend zu gewährleisten (KHOL et al. 2019). 
Trotz der Diversität in der Kontrolle liegt der Fokus der Paratuberkulosebekämpfung beim 
Rind länderübergreifend auf der langfristigen Minimierung der Erregerausscheidung in einer 
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Herde und dem Schutz naiver Herden vor einer Infektion (GERAGHTY et al. 2014, KHOL et 
al. 2019). Die Reduktion des Infektionsdrucks gilt als wichtigste Grundlage für die Prävention 
und die Etablierung von MAP-unverdächtigen Tierbeständen (COLLINS et al. 2010, DONAT 
2016, WHITTINGTON et al. 2019).  
War die Teilnahme an Bekämpfungsprogrammen in ganz Deutschland lange Zeit freiwillig, 
hat Niedersachsen im Jahr 2017 eine Verordnung erlassen, die die serologische Untersuchung 
von Milchviehbetrieben verpflichtend vorschreibt und nur serologisch negativ getestete Tiere 
zugekauft werden dürfen (ANON. 2017). Ziel dieser Untersuchungen ist die Reduzierung der 
Prävalenz in stark betroffenen Herden bei gleichzeitiger Akzeptanz des Programms durch 
Meiden einer Meldepflicht mit möglichen negativen Folgen für den Tierexport (KHOL et al. 
2019). 
Da die humorale Immunantwort verzögert zur Erregerausscheidung stattfindet, werden in 
Kontrollprogrammen vermehrt sowohl der Antikörpernachweis als auch Methoden zum 
Erregernachweis verwendet (KHOL et al. 2019). Zudem ist der Erregernachweis zur 
Beurteilung der qualitativen und quantitativen Erregerausscheidung notwendig.  
Da die diagnostischen Methoden für die Untersuchung auf Paratuberkulose Vor- und 
Nachteile mit sich bringen, hängt die Wahl der Methoden von der definierten Zielsetzung 
eines Kontrollprogramms ab (WHITTINGTON et al. 2019). In Programmen in Hessen und 
Thüringen/Sachsen bspw. werden Methoden in Stufenmodellen kombiniert: 
Das hessische MAP-Zertifizierungsprogramm (HEMAP) verwendet in einem Stufenmodell 
serologische Tests, die Anzucht aus Kotproben und die Direkt-PCR (KOHL et al. 2019). 
Beginnend mit Umgebungsuntersuchungen folgen im positiven Fall Einzeltieruntersuchungen 
mit definierten Untersuchungsintervallen. 
Im Bekämpfungsprogramm für Paratuberkulose in Thüringen und Sachsen wird ebenfalls 
nach einem Stufenmodell mit Stufe 1 bis 4 untersucht (halbjährliche Entnahme von 
Umgebungskotproben, jährliche serologische Untersuchung, jährliche 
Einzeltierkotuntersuchung, Verpflichtung zur terminierten Merzung von MAP-Ausscheidern 
in Herden mit einer Prävalenz < 3 %). Der Einstieg in das Programm ist dabei auf jeder der 
Stufen 1 bis 3 möglich (KHOL et al. 2019). Für den Erregernachweis wird die Anzucht auf 
Festkultur verwendet mit anschließender Verifizierung der Kolonien mit PCR-Verfahren 
und/oder der Testung der Mycobactin J-Abhängigkeit (DONAT 2016). 
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Allen Strategien zur Paratuberkulosebekämpfung ist gemein, dass neben einer geeigneten 
Diagnostik konkrete Biosicherheitsmaßnahmen ergriffen werden müssen, um langfristig 
erfolgreich die Paratuberkulose im Bestand zu bekämpfen (siehe 2.3.3).  
Aufgrund der genannten gravierenden Auswirkungen für Tierwohl, Tiergesundheit und 
Betriebsökonomie ist die Bekämpfung der Paratuberkulose durch eine langfristige Strategie 
mit regelmäßigen Untersuchungen entscheidend und unabdingbar (GARCIA und SHALLOO 
2015, DONAT 2016, KHOL et al. 2019).  
2.3.3 Hygiene und Herdenmanagement 
Für die Umsetzung einer betriebsspezifischen und langfristigen Bekämpfungsstrategie sind 
nicht nur die zielführende Diagnostik, sondern auch Hygiene und Herdenmanagement 
entscheidende Faktoren.  
In der „Empfehlung für hygienische Anforderungen an das Halten von Wiederkäuern“ 
(BMEL 2014) sind Maßnahmen zur Bekämpfung der Paratuberkulose explizit aufgeführt und 
in Niedersachen wurde aufgrund der Relevanz von Hygiene und Management der Leitfaden 
„Biosicherheit in Rinderhaltungen“ mit zusätzlichen Empfehlungen speziell zur 
Paratuberkulose veröffentlicht (LANDWIRTSCHAFTSKAMMER NIEDERSACHSEN et al. 
2016). Die detaillierten Erläuterungen zur Bekämpfung bzw. zum Schutz vor der Infektion 
ermöglichen Landwirten gezielt zu handeln und auf lange Sicht den Infektionsdruck zu 
senken bzw. eine Einschleppung zu verhindern.  
Bei der Geburt und während der Kolostralphase des Kalbes ist die Gefahr der 
Erregerübertragung besonders hoch. DONAT et al. (2016) beschreiben die gründliche 
Reinigung und Desinfektion im Abkalbebereich als Schlüsselfaktoren zur Reduktion der 
Erregerlast. Zusätzlich sollte die Geburt gezielt überwacht werden, das Neugeborene sofort 
nach der Geburt separiert und mit Kolostrum ausschließlich von MAP-unverdächtigen Kühen 
gefüttert werden (BMEL 2014, LANDWIRTSCHAFTSKAMMER NIEDERSACHSEN et al. 
2016). Darüber hinaus sind eine zuverlässige Diagnostik, sowie das Merzen von bekannten 
MAP-Ausscheidern von großer Relevanz, um den Infektionsdruck in der Herde zu 
minimieren (FECTEAU 2017, BARKEMA et al. 2018). 
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3 Zielsetzung 
Die Arbeit verfolgte das Ziel einer optimierten Verwendung geeigneter Methoden für den 
Nachweis des Paratuberkulose-Erregers in der Routinediagnostik. Bei der Auswahl der 
Methoden waren Automatisierbarkeit, schneller Erregernachweis, verhältnismäßige 
Untersuchungskosten und hohe Testsensitivität Voraussetzung.  
Im Einzelnen wurden verschiedene DNA-Extraktionsverfahren direkt aus Kotproben in 
Kombination mit konsekutiven real-time PCR-Verfahren (Direkt-PCR) getestet. Zusätzlich 
wurde die Anzucht in dem als besonders sensitiv beschriebenen Flüssigmedium M7H9C mit 
der Festkultur HEYM als Referenzmethode validiert.  
Der zweite Teil der Arbeit (Feldstudie) sah vor, die Direkt-PCR und die Flüssigkultur mit 
Kotproben aus drei Milchviehbetrieben mit bekannter Paratuberkulose-Historie zu testen. Die 
konkreten Anforderungen an eine diagnostische Methode zur Untersuchung auf 
Paratuberkulose sind abhängig von den Gegebenheiten innerhalb eines Betriebes: In einem 
Betrieb mit Paratuberkulose-Historie bzw. einem ersten Nachweis von MAP in der Herde ist 
eine rasche Nachweismethode einer besonders sensitiven Methode vorzuziehen, um Tiere mit 
hoher Ausscheidung zeitnah aus dem Bestand zu nehmen. In Betrieben mit dem Bestreben 
nach einer Paratuberkulose-Unverdächtigkeit ist eine besonders sensitive Methode nötig, um 
auch Tiere mit geringer Erregerausscheidung frühzeitig zu detektieren.  
Die Resultate der Feldstudie dienten als Grundlage, um ein Untersuchungsschema zu 
erstellen. Dieses Schema sollte sowohl für Paratuberkulose-unverdächtige Betriebe als auch 
für Paratuberkulose-verdächtige Betriebe anwendbar sein. Als maximale Untersuchungsdauer 
wurden acht Wochen definiert, um die Trockenstehphase gravider Kühe (ca. acht Wochen vor 
dem geplanten Geburtstermin) für die Untersuchung nutzen zu können. Landwirte sowie 
Tierärzte erhalten so bereits vor der Abkalbung Ergebnisse zur Erregerausscheidung der 
Mutterkuh und können durch gezielte Maßnahmen während und nach der Geburt das Risiko 
einer Erregerübertragung minimieren.   
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4 Publikationen 
4.1 Publikation 1 
 
Enhanced sensitivity and fast turnaround time in laboratory diagnosis for bovine 
paratuberculosis in faecal samples 
Schwalm AK, Obiegala A, Pfeffer M, Sting, R. 2018. J. Microbiol. Methods 152(7): 39-47.  
 
 
 
Stellungnahme zum Eigenanteil der Arbeit an der Publikation 1: 
Das Konzept zu dieser Arbeit wurde von Herrn Dr. Sting und Herrn Prof. Pfeffer erarbeitet. 
Herr PD Dr. Eisenberg und Frau Dr. Schlez (Landesbetrieb Hessisches Landeslabor-LHL) 
stellten Kotproben für die Untersuchungen zur Verfügung. 
Die Organisation der Studien, die Untersuchungen der Proben sowie die Auswertung der 
Ergebnisse habe ich eigenständig durchgeführt. 
Die statistischen Parameter berechnete Frau Dr. Obiegala. 
Bei der Testung von Proben mittels droplet digital PCR wurde ich von Herrn Zellmeier, 
Firma Biorad, unterstützt. 
Die Literatur habe ich eigenständig recherchiert. Der Entwurf der Veröffentlichung wurde 
von mir selbstständig erstellt, bei der Einleitung und Diskussion wurde ich von den Koautoren 
unterstützt. 
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4.2 Publikation 2 
 
Field study on bovine paratuberculosis using real-time PCR and liquid culture 
for testing environmental and individual fecal samples implemented in dairy cow 
management 
Schwalm AK, Metzger-Boddien C, Seemann G, Mandl J, Obiegala A, Pfeffer M, Sting R. 
J. Diary Sci. 102:11260-11267 
 
 
 
Stellungnahme zum Eigenanteil der Arbeit an der Publikation 2: 
Das Konzept zu dieser Arbeit wurde von Herrn Dr. Sting und Herrn Prof. Pfeffer erarbeitet. 
Bei der Probenentnahme und Auswahl der Betriebe wurde ich von den Kollegen des 
Rindergesundheitsdienstes Stuttgart (Herr Dr. Seemann, Herr Dr. Mandl) unterstützt. 
Die Organisation und Durchführung der Anzucht auf Flüssigkultur wurden von mir 
eigenständig geleistet. Für die Durchführung des Erregernachweises mittels PCR aus 
Flüssigkultur ging mir Frau Wiedmann zur Hand. Bei der Durchführung der Direkt-PCR 
wurde ich von Herrn Wörz und Herr Dr. Metzger-Boddien unterstützt.  
Die Auswertung und die Interpretation der Ergebnisse wurden von mir eigenständig geleistet. 
Die statistischen Parameter wurden von Frau Dr. Obiegala berechnet. 
 
Die Literatur habe ich eigenständig recherchiert. Der Entwurf der Veröffentlichung wurde 
von mir selbstständig erstellt, bei der Einleitung und Diskussion wurde ich von den Koautoren 
unterstützt. 
 
Die im Folgenden eingefügte PDF-Datei enthält einen Tippfehler in Table 1 (Fecal PCR, 
2. Spalte). Dort lautet die Überschrift „Number of samples with signal“. Korrekt ist an dieser 
Stelle „Number of samples with no signal“. 
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5 Diskussion 
Diagnostische Parameter und Erregernachweis-Verfahren stehen unmittelbar in 
Zusammenhang mit Maßnahmen und Zielsetzungen zur Paratuberkulosekontrolle in 
Rinderbetrieben (GARCIA und SHALLOO 2015). Dazu werden Parameter diagnostischer 
Methoden, u. a. die Testsensitivität, in mathematischen Modellen herangezogen, um die 
Effektivität von Kontrollprogrammen zu berechnen (LU et al. 2008, AL-MAMUN et al. 
2017).  
Für den Erregernachweis steht der DNA-Nachweis direkt aus Kotproben mittels real-time 
PCR-Verfahren (Direkt-PCR) und die kulturelle Anzucht von MAP zur Verfügung. 
Diagnostische Methoden zum Nachweis MAP-ausscheidender Rinder sind in den letzten 
Jahren verbessert worden: DNA-Extraktionsverfahren wurden an die Matrix Kot angepasst 
und Flüssigkulturverfahren als besonders sensitive und zeitsparende Anzuchtmethoden 
etabliert (SELIM und GAEDE 2012, WHITTINGTON et al. 2013). Die Anzucht in 
Flüssigmedien mit hoher Sensitivität und kostengünstiger Herstellung ermöglichen zudem 
Untersuchungen auch in Herden mit niedriger Prävalenz (POZZATO et al. 2011).  
Die optimierte Verwendung der Direkt-PCR für Routinelabore, die Validierung des 
Flüssigmediums M7H9C und die Anwendbarkeit dieser Methoden für Kontrollprogramme in 
Milchviehbetrieben waren Ziele dieser Arbeit. In der Feldstudie standen die 
Praxistauglichkeit des Flüssigmediums M7H9C und der Direkt-PCR hinsichtlich der 
Bearbeitung großer Probenmengen und der Verwendung frischer Kotproben während einer 
Untersuchungsdauer von maximal acht Wochen besonders im Fokus.  
Zur Ermittlung der analytischen Nachweisgrenze wurden zwei kommerziell erhältliche real-
time PCR-Verfahren (gerbion PCR, IDvet PCR) und eine real-time PCR nach HERTHNEK 
und BOLSKE (2006), jeweils mit der Zielsequenz IS900, anhand von Standardgeraden 
verglichen. Die Sequenz IS900 wird häufig für den MAP-DNA Nachweis genutzt, da sie 
mehrfach im MAP-Genom vorkommt und dadurch die Sensitivität der PCR erhöht 
(HERTHNEK und BOLSKE 2006). Die analytischen Nachweisgrenzen der drei real-time 
PCR-Verfahren lagen mit vergleichbarer Amplifikationseffizienz zwischen 0,1 und 0,2 MAP 
GE. Die geringen MAP GE beruhen auf der Zielsequenz IS900 mit 14-18 Kopien im MAP-
Genom (BULL et al. 2000) und bestätigen die Resultate der Studie von KHARE et al. (2004) 
mit einer Nachweisgrenze von weniger als einem GE in der PCR. Aufgrund der 
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vergleichbaren Amplifikationseffizienz sind die getesteten real-time PCR-Verfahren 
gleichermaßen geeignet, sodass der Fokus der molekularen Paratuberkulose-Diagnostik mit 
Kotproben auf der Probenvorbereitung und der DNA-Extraktion liegen muss.  
Durch den Vergleich verschiedener Direkt-PCR-Verfahren konnte bestätigt werden, dass die 
Eignung des jeweiligen Extraktionsprotokolls für Kot als Probenmatrix entscheidend ist, um 
die Sensitivität des MAP-DNA-Nachweises aus Kot zu steigern (ACHARYA et al. 2017).  
Die Resultate von zwei kommerziellen Kombinationskits (gerbion complete kit, IDvet 
complete kit), deren Hersteller die DNA-Extraktion und real-time PCR kombiniert in einem 
Set anbieten, traten positiv hervor: Beide Kits zeigten eine signifikant höhere Sensitivität 
gegenüber sechs weiteren DNA-Extraktionsverfahren mit der real-time PCR nach 
HERTHNEK und BOLSKE (2006). Die genannten Kombinationskits beinhalten darüber 
hinaus ein DNA-Extraktionsprotokoll speziell für Kot mit mehreren Waschschritten und 
verwenden Magnetpartikel, geeignet für eine automatisierte DNA-Extraktion. Dadurch ist ein 
rascher DNA-Nachweis bei großem Probenumfang möglich. Die Ergebnisse der beiden 
Kombinationskits stimmten mit den Resultaten der 12-wöchigen Anzucht auf Festkultur 
HEYM überein. Zusätzliche 15 % der Proben waren in den Kombinationskits positiv, jedoch 
auf der Festkultur HEYM nach 12-wöchiger Anzucht negativ.  
Die Anzucht auf Festkultur HEYM ist aufgrund von mäßiger Sensitivität und langer 
Anzuchtdauer keine optimale Referenzmethode, bietet jedoch eine hohe Testspezifität 
(TIMMS et al. 2011). Im Falle der einmaligen Probenentnahme werden bei der Anzucht auf 
Festkultur 40-60 % der infizierten Kühe mithilfe von Kotproben identifiziert (KALIS et al. 
2004, SWEENEY 2011). Basierend auf diesen wissenschaftlichen Erkenntnissen steht die 
Flüssigkultur als mögliche Alternative mit höherer Sensitivität bereits seit längerer Zeit zur 
Diskussion (COLLINS et al. 2006, STEVENSON 2010, WHITTINGTON et al. 2013). 
Als Resultat der Validierung erzielte die Anzucht in dem Flüssigmedium M7H9C nach sechs 
Wochen eine Sensitivität von 97 %, nach 12 Wochen konnte in 100 % der Proben MAP-DNA 
aus Flüssigkultur nachgewiesen werden. Damit erhöhte sich die Sensitivität der Flüssigkultur 
um 30 % im Vergleich zur Festkultur bei einer Anzuchtdauer von jeweils sechs Wochen. Die 
Vorteile der Flüssigkultur durch erhöhte Sensitivität und schnellere Anzucht von MAP 
gegenüber der Festkultur wurden mehrfach beschrieben (LEITE et al. 2013, PLAIN et al. 
2015).  
Diskussion 
33 
 
POZZATO et al. (2011) spikten Kot mit definierten Mengen an KbE und ermittelten eine 
Nachweisgrenze von MAP in der Direkt-PCR sowie der Anzucht auf Festkultur von 
10^3 KbE/g Kot, für die Anzucht in Flüssigkultur lag die Nachweisgrenze bei 10^1 KbE/g 
Kot.  
Die in dieser Arbeit durchgeführte Validierung ergab zudem weitere Vorteile, u. a. die 
laboreigene und kostengünstige Herstellung, die Lagerfähigkeit des Mediums von mindestens 
12 Monaten und die automatisierbare Auswertung mit Magnetpartikel-basierter DNA-
Extraktion.  
Ein Grund für die hohe Sensitivität der MAP-Detektion in dem Flüssigmedium M7H9C ist 
die Kultivierung im Dreifachansatz und die Untersuchung jedes der drei Kulturröhrchen im 
Doppelansatz in der PCR. Die Inokulation von Kotproben für die Anzucht von MAP wird im 
Mehrfachansatz empfohlen. Konkret benennt die Amtliche Methodensammlung des FLI die 
Inokulation von drei Röhrchen pro Probe (FLI 2018). Dieser Empfehlung wurde in beiden 
Studien nachgekommen und resultierte in einer erhöhten Sensitivität bei der Anzucht im 
Dreifach- statt Einfachansatz, sowohl für Fest- als auch für Flüssigkultur.  
CROSSLEY et al. (2005) beschreiben einen Verlust der Sensitivität um 6 % bei der 
Inokulation von drei anstelle von vier Röhrchen und weitere 6 % bei der Verwendung von nur 
zwei Röhrchen pro Probe. Dieser Sensitivitätsverlust bei der Verwendung von nur einem 
anstelle von drei Röhrchen pro Probe entspricht den Resultaten der Validierung mit 11 % bei 
der Anzucht auf Festkultur (nach 12 Wochen) und 13 % in Flüssigkultur (nach 6 Wochen). 
Bei der Auswertung der Validierungsergebnisse muss berücksichtigt werden, dass alle 
Kotproben bereits einmal eingefroren waren und zur Testung aufgetaut wurden.  
In der Feldstudie mit frischen Kotproben stieg die Nachweisrate bei drei statt einem 
inokulierten Röhrchen sogar um 50 % bei der Betrachtung aller kulturell positiven Proben 
(100 %). Dies kann die von LAURIN et al. (2015) beschriebene niedrige Sensitivität eines 
Flüssigkultur-Systems im Vergleich zur Direkt-PCR bei der Verwendung von nur einem 
Ansatz pro Probe erklären. Darüber hinaus unterschied sich die Stärke des PCR-Signals nach 
Kultivierung signifikant zwischen Proben, bei welchen ein Röhrchen MAP-DNA positiv war 
und jenen Proben, bei denen zwei oder drei Röhrchen MAP-positiv waren. Dies bedeutet, je 
mehr Kulturröhrchen pro Probe MAP-DNA positiv waren, desto früher konnten die Signale 
der real-time PCR aus Kultur für diese Probe detektiert werden. 
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Die Dekontamination von Kotproben zur Reduzierung der Begleitflora ist Bestandteil bei 
allen Anzuchtverfahren zur Paratuberkulose-Diagnostik: In der FLI Methodensammlung 
(FLI 2018) wird eine Dekontamination mit 0,75 % Hexadecylpyridinium chloride (HPC) der 
Inokulation auf Festkultur vorangestellt. Im Vergleich dazu nutzten WHITTINGTON et al. 
(1999) 0,9 % HPC zur Kotprobenvorbereitung für die Anzucht in Flüssigkultur. Trotz dieser 
Empfehlungen steht eine starke chemische Desinfektion von Kotproben mit HPC vor der 
kulturellen Anzucht in der Kritik, die Lebensfähigkeit von MAP zu reduzieren, sodass es in 
der Anzucht zu falsch negativen Ergebnissen kommen kann (JOHANSEN et al. 2006). 
Wenngleich bei der Validierung falsch negative Ergebnisse des Flüssigmediums M7H9C 
nach 12 Wochen ausgeschlossen werden konnten, muss in der Feldstudie die 
Dekontamination als negativer Einflussfaktor bei 4 Proben (2 %) in Betracht gezogen werden. 
Diese Proben waren in Flüssigkultur negativ, in der Direkt-PCR jedoch positiv.  
Umgebungsuntersuchungen zur Paratuberkulose-Diagnostik in Milchviehbetrieben mit 
Sockentupfer-Proben sind etabliert und standardisiert (RAIZMAN et al. 2004, EISENBERG 
et al. 2013a, HAHN et al. 2017). Angelehnt an diese Studien, wurden in der Feldstudie 
Bereiche mit erhöhtem Tierverkehr zur Probenentnahme der Umgebung ausgewählt (z. B.: 
Wartebereich, Melkstand, Bereich vor dem Futtertisch). Die Anzucht der Sockentupfer-
Proben in Flüssigkultur ist, soweit bekannt, bisher noch nicht durchgeführt worden. Es gelang 
in allen drei Betrieben der Feldstudie MAP-DNA aus Sockentupfer-Proben nachzuweisen, 
sowohl in der Direkt-PCR als auch in dem Flüssigmedium M7H9C. Stellt man die positiven 
Proben in einer Herde in Relation zur Gesamtzahl der untersuchten Proben derselben Herde, 
so ergibt sich, je nach Herde, eine Intraherdenprävalenz zwischen 6 und 14 % (Direkt-PCR) 
bzw. zwischen 8 und 18 % (Flüssigmedium M7H9C).  
Erste Anhaltspunkte zur Nachweisgrenze von MAP aus Sockentupfer-Proben wurden von 
DONAT et al. (2014) erläutert: Bei der Verwendung von Festkultur und Direkt-PCR als 
Untersuchungsmethoden zeigte sich, dass Sockentupfer in Milchviehbetrieben als 
Diagnostikum bei einer erwarteten Intraherdenprävalenz von < 3 % ungeeignet sind. Die 
Ergebnisse der Feldstudie mit Betrieben, für die eine Seroprävalenz von > 6 % vorlag, 
sprechen für die Verwendung von Sockentupfern zur Untersuchung auf MAP-DNA mithilfe 
der Direkt-PCR oder nach Anzucht in Flüssigkultur. Es bedarf weiterer Studien, um die 
Anzucht von Umgebungsproben in Flüssigkultur in Herden mit erwartungsgemäß geringer 
Prävalenz (< 3 %) zu prüfen. 
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Ferner wurde in der Feldstudie deutlich, dass bei der Untersuchung der Sockentupfer die 
PCR-Signale nach Anzucht von Kotproben in dem Flüssigmedium M7H9C wesentlich stärker 
waren als bei der Direkt-PCR. Dies beweist die Vervielfältigung/Multiplikation von MAP-
Bakterien während der Anzucht. Entgegen dieser Feststellung, schildern 
RAMOVIC et al. (2018) negative Resultate bei der Untersuchung von Umgebungsproben 
(Staubproben) mithilfe eines Flüssigmedium-Systems, jedoch positive MAP-Nachweise bei 
der Verwendung einer real-time PCR. Als mögliche Ursachen führen die Autoren die 
Dekontamination vor der Kultivierung an, die Anwesenheit von MAP-DNA ohne 
vermehrungsfähige Zellen und die intermittierende Ausscheidung des Erregers. Ähnliche 
Phänomene sind auch von PRENDERGAST et al. (2018) mit Einzelkotproben genannt, in 
denen lebensfähige MAP-Bakterien durch Dekontamination vor Inokulation derart geschädigt 
wurden, dass keine Anzucht möglich war, mit der Direkt-PCR jedoch MAP-DNA 
nachgewiesen werden konnte. Dies hat vor allem Auswirkung bei der Untersuchung von 
Kühen, die MAP nur in geringen Mengen ausscheiden (REDDACLIFF et al. 2003, 
JOHANSEN et al. 2006).  
Neben Umgebungsproben wurden in der Feldstudie Einzelkotproben äquivalent mit 
Direkt-PCR und dem Flüssigmedium M7H9C getestet: Die Untersuchung der 
Einzelkotproben ergab eine Übereinstimmung der positiven Proben von 74 %. In Bezug auf 
negative Ergebnisse zeigte sich eine Übereinstimmung von 98 % beider diagnostischer 
Methoden. 
In der der Feldstudie vorangestellten Validierung des Flüssigmediums M7H9C lag die 
Übereinstimmung der positiven Proben beider Methoden bei 90 %, wie auch in anderen 
Studien beschrieben (FOCK-CHOW-THO et al. 2017, PRENDERGAST et al. 2018). Diese 
Untersuchungen sind insofern begrenzt auswertbar, da die verwendeten Proben Lagerungen 
bei Gefriertemperaturen unterzogen waren. PRENDERGAST et al. (2018) bezeichnen solche 
Lagerungen von Kotproben bei Gefriertemperaturen als limitierenden Faktor bei der 
Auswertung von Vergleichsstudien zu Direkt-PCR und Anzuchtverfahren.  
Durch das Frieren der Proben wird der Anteil vermehrungsfähiger Bakterien geringer, jedoch 
ist der Nachweis der MAP-DNA direkt aus Kot weiterhin möglich. Bereits RICHARDS und 
THOEN (1977) beschrieben den negativen Effekt von wiederholtem Einfrieren und Auftauen 
für die Vermehrungsfähigkeit von Bakterien. Um dieser These nachzugehen, wurde eine 
Vergleichsstudie von Festkultur HEYM, Flüssigmedium M7H9C und Direkt-PCR mit 
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20 kulturell positiven Kotproben durchgeführt. Diese 20 Kotproben waren aufgrund von 
wiederholten Auftau- und Einfrierzyklen einem erhöhten thermischen Stress ausgesetzt. Auf 
Festkultur HEYM (12-wöchiger Anzucht) konnten im Vergleich zum Flüssigmedium M7H9C 
(4-wöchige Anzucht) nur 50 % der getesteten Proben erneut kultiviert werden. Somit ist die 
Anzucht in Flüssigkultur nicht nur sensitiver als Festkultur, sondern hat darüber hinaus einen 
weniger negativen Effekt auf die Vermehrungsfähigkeit von thermisch strapazierten 
Bakterien.  
Der Einfluss des Einfrierens und die Ergebnisse der Feldstudie mit frischen Kotproben 
bestätigen die Empfehlung der direkten Bearbeitung von Kotproben für Anzuchtverfahren 
(RAIZMAN et al. 2011, PRENDERGAST et al. 2018).  
Testsensitivität sowie Testspezifität von PCR und Anzuchtverfahren zum Nachweis von MAP 
aus Kotproben werden durch Kontaminationen und Hemmstoffe in ihrer Aussagekraft 
geschwächt (PRENDERGAST et al. 2018). Unspezifische Signale in der Direkt-PCR und bei 
der Verwendung von Wachstumsindikatoren in Flüssigkultur erschweren die Auswertung 
(WHITTINGTON 2009, ACHARYA et al. 2017). Daher sind das Mitführen interner 
Kontrollsysteme für die DNA-Extraktion und die Untersuchung MAP-spezifischer DNA nach 
Kultivierung unumgänglich (WHITTINGTON 2009, PRENDERGAST et al. 2018). 
Kontaminationen von Kulturmedien zum MAP-Nachweis können aufgrund der hohen 
mikrobiellen Last von Kotproben nicht ausgeschlossen werden (WHITTINGTON 2009), 
wurden bei der 6-wöchigen Inkubationszeit in der Feldstudie jedoch visuell nicht beobachtet. 
Neben den diagnostischen Parametern war auch die Anwendbarkeit der Methoden für 
Kontrollprogramme Ziel dieser Arbeit. Sowohl die Direkt-PCR unter Verwendung von 
Kombinationskits als auch das Flüssigmedium M7H9C könnten die Überwachung vor allem 
auf Einzeltierebene optimieren und so bestehende Kontrollprogramme ergänzen 
(KHOL et al. 2019).  
Aufgrund der langen Dauer zwischen der Infektion und dem Ausscheiden von MAP ist ein 
sicheres Ergebnis unabhängig von der gewählten Methode bei einmaliger Testung nicht 
möglich. Kontrollprogramme setzen daher auf regelmäßige Untersuchungen über Jahre, um 
Herden als Paratuberkulose-unverdächtig einstufen zu können bzw. den Infektionsdruck 
dauerhaft zu senken (GERAGHTY et al. 2014, DONAT 2016).  
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Der Fokus der Paratuberkulosekontrolle liegt dabei auf der Reduktion der Erregerlast in einer 
Herde, da eine Eradikation des Erregers kein kurzfristig umsetzbares Ziel ist (NIELSEN und 
TOFT 2008, COLLINS et al. 2010). Für die langfristige Reduzierung des Infektionsdrucks ist 
die Merzung MAP-ausscheidender Kühe, eine kontinuierliche Überwachung auf 
Einzeltierebene und konsequente Hygiene und Management auf Herdenebene obligatorisch 
(MCALOON et al. 2016, AL-MAMUN et al. 2017).  
Ausgehend von den Resultaten beider Studien wurde ein Schema zur Probenentnahme und zu 
Untersuchungsmethoden für die Paratuberkulose-Diagnostik erstellt (Grafik 1). Dieses 
Schema ist an 2-stufige Kontrollprogramme (Umgebungsuntersuchung und 
Einzeltieruntersuchung) angepasst und kann als diagnostische Grundlage dienen. Dabei ist die 
Verwendung einer raschen Methode (Direkt-PCR) und einer besonders sensitiven Methode 
(Anzucht im Flüssigmedium M7H9C) in Kombination möglich oder auch einzeln, je nach 
Zielsetzung der Kontrolle innerhalb eines Betriebes. 
Der erste Schritt des Schemas beinhaltet die Untersuchung von Umgebungsproben 
(Sockentupfer-Proben) zur Einschätzung des Infektionsstatus der Herde. Im Falle von 
positiven Ergebnissen der Direkt-PCR folgt der zweite Schritt, die Untersuchung von 
Einzelkotproben aller Tiere im Bestand. Die Direkt-PCR ist automatisiert, liefert zeitnah 
Ergebnisse und ist zuverlässig, um Kühe mit einer MAP-Ausscheidungsrate über der 
diagnostischen Nachweisgrenze zu identifizieren. Tiere mit positivem DNA-Nachweis 
müssen frühestmöglich aus der Herde genommen werden, um den Infektionsdruck zu senken. 
Sind bei wiederholten Untersuchungen auf Ebene der Direkt-PCR keine Ausscheider zu 
detektieren, kann das Flüssigmedium M7H9C als sensitivere Methode eingesetzt werden.  
In einer Herde mit hoher Intraherdenprävalenz gilt es wegen der Umsetzbarkeit und der 
Wirtschaftlichkeit von Bekämpfungsmaßnahmen, vorerst die Rinder mit starker 
Ausscheidung zu erkennen und zu merzen. Zur Erkennung dieser Tiere ist der Einsatz der 
sensitiveren Methode nicht zwingend notwendig. Daher sind hierfür Untersuchungen mit der 
Direkt-PCR sinnvoll, welche etwas weniger sensitiv ist, jedoch schnell Ergebnisse liefert. Die 
Wahl der diagnostischen Methode zum Nachweis von MAP muss an die betriebsspezifische 
Zielsetzung (Reduktion der MAP-Prävalenz oder Paratuberkulose-Unverdächtigkeit) und an 
die Realisierbarkeit von Hygiene- und Managementmaßnahmen angepasst sein (KHOL et al. 
2019). 
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Die Anzucht in Flüssigkultur, speziell das Flüssigmedium M7H9C, ist aufgrund der höheren 
analytischen Sensitivität vor allem geeignet für Betriebe mit geringer Intraherdenprävalenz, 
bei negativen Ergebnissen der Direkt-PCR oder zur Untersuchung in bisher unverdächtigen 
Betrieben, da auch Kühe mit schwacher MAP-Ausscheidung detektiert werden können 
(POZZATO et al. 2011, PLAIN et al. 2015).  
Das Risiko der fäkal-oralen Übertragung vom Muttertier auf das Kalb kann durch die 
Untersuchung der tragenden Kuh bei Eintritt in die Trockenstehphase und mit Ergebnissen 
vor dem geplanten Geburtstermin minimiert werden (MARCE et al. 2011).  
Während der Trockenstehphase werden die Tiere nicht gemolken und ihre Futtermittelration 
wird bezüglich des Energie- und Mineralstoffbedarfs angepasst (VAN SAUN 2016). Die 
Kotuntersuchung der graviden Kuh auf MAP während der Trockenstehphase ist von 
besonderer Bedeutung, da die Wahrscheinlichkeit für den MAP-Nachweis aus Kot während 
dieser Zeit höher ist als in der nachfolgenden Laktationsperiode (LAURIN et al. 2015).  
Vorteile bietet die Probenentnahme bei Eintritt in die Trockenstehphase vor allem Betrieben 
mit Laufstallhaltung: Zum Trockenstellen werden gravide Tiere in separate 
Trockenstehergruppen integriert, sodass die Kotprobenentnahme mit der Umstallung der 
Tiere kombiniert werden kann. Die Ergebnisse aus der Validierung mit einer Sensitivität des 
Flüssigmediums M7H9C von 97 % nach 6-wöchiger Anzucht bildeten die Grundlage für die 
Trockenstehphase als möglichen Untersuchungszeitraum. Im Hinblick auf eine 
Kotprobenvorbereitung inklusive Dekontamination von ca. einer Woche und der 6-wöchigen 
Anzucht von MAP in dem Flüssigmedium M7H9C mit abschließender real-time PCR, ergibt 
sich ein Gesamtuntersuchungszeitraum von acht Wochen.  
In Studien zum Management von trockenstehenden Milchkühen zeigt sich ein Trend zur 
Kürzung der Trockenstehphase aufgrund von positiven Effekten auf die Eutergesundheit und 
Milchleistung in der folgenden Laktation (MANSFELD et al. 2012). Betrachtet man die 
Ergebnisse der Validierung, so war bei der Verkürzung der Inkubation im Flüssigmedium 
M7H9C auf vier statt sechs Wochen die Sensitivität nicht signifikant reduziert. Die 
Anzuchtdauer in Flüssigkultur könnte somit wahrscheinlich ohne große Sensitivitätsverluste 
an eine verkürzte Trockenstehzeit von ca. 40 Tagen angepasst werden. Für eine solche 
Anpassung sind jedoch weiterer Untersuchungen in der Praxis nötig.  
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Im Falle von positiven Ergebnissen gravider Kühe kurz vor der Kalbung müssen Maßnahmen 
umgesetzt werden, um die Rate der Neuinfektionen zu reduzieren. Die MAP-positive 
Mutterkuh sollte daher möglichst nicht zurück in die Herde und das Kalb muss 
frühestmöglich nach der Geburt von der Mutterkuh getrennt werden, um die Gefahr der 
Infektion zu minimieren. Die Kolostrum-Versorgung des neugeborenen Kalbes ist 
ausschließlich über Kolostrum Paratuberkulose-negativer Tiere vorzunehmen. Die 
Abkalbebox und alle Gegenstände, die im Zusammenhang mit der Geburt, Fütterung oder 
Tierhaltung genutzt wurden, müssen gereinigt und desinfiziert werden (BMEL 2014, 
LANDWIRTSCHAFTSKAMMER NIEDERSACHSEN et al. 2016).  
Neben den Infektionen um den Geburtszeitraum ist der Zukauf MAP-infizierter Tiere ein 
weiterer Risikofaktor für die erstmalige oder erneute Einschleppung der Paratuberkulose 
(BARKEMA et al. 2018). Die Methode, mit der diese zugekauften Tiere untersucht werden, 
sollte mindestens der Untersuchungsmethode im Zukaufbetrieb entsprechen (Grafik 1).  
Schlussfolgerungen für die Praxis: 
Zusammengefasst zeigen die Studien zu dieser Arbeit den besonderen Stellenwert der Direkt-
PCR (Kombinationskits) und des Flüssigmediums M7H9C als automatisierbare Methoden 
zum Nachweis des Paratuberkulose-Erregers.  
Das Flüssigmedium M7H9C zeichnet sich durch eine kostengünstige Herstellung und eine 
kurze Anzuchtdauer von sechs Wochen mit Ergebnissen nach acht Wochen aus. Beide 
Methoden können kombiniert bzw. gesondert als diagnostische Grundlage für 
Paratuberkulose-Kontrollprogramme dienen, angepasst an die realisierbare Zielsetzung der 
Kontrolle in einem Betrieb.  
Die definierte Untersuchungsdauer von maximal acht Wochen ermöglicht die Untersuchung 
gravider Kühe während der Trockenstehphase mit Ergebnissen zum MAP-Status der 
Mutterkuh vor der Abkalbung. Dadurch können gezielte Maßnahmen während und nach der 
Geburt umgesetzt werden, um das Risiko der Übertragung von MAP vom Muttertier auf das 
Neugeborene zu minimieren. 
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Grafik 1: Schema zur Verwendung einer raschen Methode (Direkt-PCR) und einer sehr 
sensitiven Methode (Anzucht in Flüssigkultur), in Kombination oder einzeln, als 
diagnostische Grundlage für Paratuberkulose-Kontrollprogramme. 
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Einleitung 
Die Paratuberkulose (Johne′sche Erkrankung) ist eine chronische bakterielle Darmerkrankung 
mit weltweiter Bedeutung, hervorgerufen durch Mycobacterium avium subsp. 
paratuberculosis (MAP). Neben selten ausgeprägten klinischen Symptomen wie Durchfall 
und Abmagerung führen vor allem Milchleistungsabfall, erhöhte Krankheitsanfälligkeit und 
verminderte Schlachterlöse zu ökonomischen Verlusten. Ein Zusammenhang zwischen einer 
Infektion mit MAP und Morbus Crohn, einer chronischen Darmerkrankung des Menschen, 
wird seit langem diskutiert.  
Die Anzucht auf Festkultur HEYM (Herrolds Egg Yolk Agar) ist aufgrund von mäßiger 
Sensitivität und langer Anzuchtdauer bis zu 16 Wochen keine optimale Referenzmethode, 
bietet jedoch eine hohe Testspezifität. Die Anzucht in Flüssigkultur wird als Alternative mit 
kürzerer Anzuchtdauer und höherer Sensitivität beschrieben. Für den Erregernachweis wird 
neben der Anzucht der DNA-Nachweis aus Kot mittels PCR-Verfahren (Direkt-PCR) als 
schnelle, automatisierbare Methode in der Paratuberkulose-Diagnostik verwendet.  
Die fäkal-orale Übertragung von MAP von der Kuh auf das Kalb gilt als wichtige 
Infektionsquelle innerhalb einer Herde. Die Kenntnis über den MAP-Status des Muttertieres 
vor der Geburt ist besonders hilfreich, um frühzeitig Maßnahmen zum Schutz des Kalbes 
treffen zu können.  
Ziele der Untersuchungen 
Vorrangiges Ziel dieser Arbeit war die optimierte Verwendung und Validierung von 
Methoden für einen raschen, sensitiven und automatisierbaren Nachweis von MAP innerhalb 
von maximal acht Wochen und unter Berücksichtigung der Anwendbarkeit für 
Paratuberkulose-Kontrollprogramme.  
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Material und Methoden 
Zu Beginn wurden 20 Kotproben mit Direkt-PCR-Verfahren (DNA-Extraktion und DNA-
Nachweis direkt aus Kot) untersucht: Konkret wurden zwei kommerzielle Kombinatonskits 
(DNA-Extraktionskit für Kotproben mit real-time PCR in einem Kit) mit sechs weiteren 
DNA-Extraktionskits mit publizierter real-time PCR verglichen. Die zwei Kombinationskits 
dienten im Nachgang zur Untersuchung von 107 positiven und 50 negativen Kotproben. 
Parallel wurden diese Proben auf Festkultur HEYM und in Flüssigmedium M7H9C für 
12 Wochen kultiviert.  
Für die anschließende Feldstudie wurden 245 Einzelkotproben und 12 Sockentupfer aus drei 
Milchviehbetrieben mit Laufstallhaltung entnommen und mit einer Direkt-PCR 
(Kombinationskit) und dem Flüssigmedium M7H9C nach 6-wöchiger Anzucht untersucht. 
Der statistische Vergleich der positiven und negativen Ergebnisse der Methoden sowie der 
Vergleich der Anzahl positiver Kulturröhrchen und der PCR-Signalstärke nach Kultivierung 
wurden mit dem Fishers Exakt-Test durchgeführt. Ein Typ 1-Fehler α von < 0,05 wurde als 
signifikant gewertet.  
Ergebnisse 
Die Kombinationskits zeigten signifikant mehr positive Ergebnisse als die anderen sechs 
getesteten Extraktionskits (p < 0,04). Beide Kombinationskits erreichten eine Sensitivität von 
86 % bzw. 89 % bei 100 % Spezifität im Vergleich zur Anzucht in dem Flüssigmedium 
M7H9C, welches nach 6-wöchiger Anzucht 97 % und nach 12 Wochen 100 % der positiven 
Proben erkannte, ebenfalls bei 100 % Spezifität. Auf Festkultur HEYM (12-wöchige 
Anzucht) gelang bei 74 % der Proben ein Erregernachweis. In der Feldstudie wurde MAP-
DNA in Sockentupfer-Proben von allen Betrieben mit Direkt-PCR und Flüssigkultur 
nachgewiesen. Bei der Untersuchung der Einzelkotproben stimmten 74 % der positiven 
Ergebnisse beider Methoden überein. Die Stärke des PCR-Signals nach Kultivierung 
unterschied sich signifikant zwischen Proben mit positivem Signal in nur einem Röhrchen 
und Proben mit positivem Signal in zwei oder drei Röhrchen (p < 0,01). 
Schlussfolgerungen 
Die Direkt-PCR ist bei Verwendung von Kombinationskits gut geeignet als schnelle 
automatisierbare Methode für die Detektion von MAP-Ausscheidern. In Herden mit niedriger 
Ausscheidungsrate wird die Anzucht in dem Flüssigmedium M7H9C als Methode mit höherer 
Nachweisrate und Ergebnissen nach acht Wochen empfohlen. Dieses Zeitfenster ermöglicht 
zusätzlich die Untersuchung während der Trockenstehphase und bietet Informationen zum 
MAP-Status der Mutterkuh bereits vor der Abkalbung.   
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Introduction 
Paratuberculosis (Johne′s disease) is a widespread bacterial, chronic and wasting intestinal 
disease caused by Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP). An apparent MAP-
infection in cattle causes diarrhoea and weight loss, whereas in the unapparent stage reduced 
milk production, higher susceptibility to other diseases and lower slaughter prices occur.  
The pathogen agent of paratuberculosis is also suspected to be a potential trigger for Crohn′s 
disease in humans. 
Solid medium HEYM (Herrolds Egg Yolk Agar) has been the reference method, although 
this method is expensive and the incubation period takes up to 16 weeks. The cultivation in 
liquid culture has been described as more sensitive and with faster turnaround time. Also 
DNA detection of MAP in faeces by means of real-time PCR (direct PCR) is a rapid and 
automatable procedure. The faecal-oral transmission of MAP from dam to new born calves is 
one very important infection route within the herd. Information of the dams MAP-status prior 
to calving can help to take action during birth and after to save the calf from a faecal-oral 
MAP-infection.  
Objectives 
The objective of this thesis was to validate diagnostic methods for rapid, sensitive and 
automatable detection of MAP in eight weeks at the latest. Furthermore, these methods were 
tested with field samples in order to check their feasibility and performance on farms and in 
the laboratory for control programs of paratuberculosis.  
Material and Methods 
At first, 20 faecal samples were tested using two commercially available MAP complete kits, 
each containing material for direct PCR in one set (DNA-extraction kit combined with real-
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time PCR) in comparison to six other DNA extraction kits for faeces evaluated with a 
published real-time PCR. Consecutively, the two MAP complete kits and cultivation in the 
liquid medium M7H9C were employed for a comparative study including 107 positive and 50 
negative faecal samples. Cultivation of MAP on the solid medium HEYM served as reference 
method.  
For the subsequent field study, a total of 245 individual faecal samples and 12 boot swabs 
were taken from three herds with a loose-housing concept. All samples were tested using a 
MAP complete kit (direct PCR) and all samples were inoculated in the liquid medium 
M7H9C. Detection of MAP in liquid medium M7H9C was constantly verified by a real-time 
PCR after 6 weeks of incubation. Fisher’s exact test was used for statistical comparisons of 
the results obtained from the methods used. Furthermore this test was carried out to compare 
the number of positive culture tubes and their strength of signal in PCR after cultivation. A 
type I error α of < 0.05 was considered significant. 
Results 
The two tested MAP complete kits detected significantly more MAP-DNA positive samples 
than the other procedures applied (p < 0.04). Both kits yielded sensitivity values of 86% and 
89% and specificity values of 100% compared to cultivation of MAP in liquid medium 
M7H9C, which detected MAP in 97% and 100% of the samples after an incubation period of 
six and twelve weeks, respectively. However, the cultivation of MAP on HEYM resulted in a 
detection rate of only 74% after twelve weeks of incubation. In all these positive samples, 
MAP was also detected using the two MAP complete kits.  
As a result of the field study, MAP was detected in boot swabs of all herds by use of direct 
PCR and liquid culture. Testing individual faecal samples with both methods resulted in a 
concordance of positive results of 74%. The strength of the PCR signal after cultivation is 
significantly different between samples with one tube positive and samples with two or three 
tubes positive (p < 0.01). 
Conclusion 
Direct PCR using a MAP complete kit is an adequate tool for rapid and automated detection 
of DNA in MAP-shedders. Cultivation of MAP in liquid medium M7H9C is more sensitive 
than solid medium providing results after eight weeks. Therefore, liquid medium M7H9C is a 
useful tool in herds with low MAP-prevalence. The turnaround time of eight weeks enables 
testing during the dry period with information of the MAP-status of the dam before calving. 
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